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^ Verfahren zur Herstellung wasserunldslichera-1,4 Glucane 

@ Es wird ein in vitro-Ver^ahren zur Herstellung wasser- - 
unloslicher a-1,4.-Glucane beschrieben, wobei Saccharo- 
se in einem puff erf reien S^em mittels einer Amy! osac- ^ ' : ) ^ 
cha rase u mgesetzt wi rd . • 
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Besdireibung \ 

Die vorliegende Erfindung betrifft dn in vitro- Veafahren 
zur HerstelluDg wasserunloslicher a-l»4-Glucane in eiaem 
puffer&dBn System. s 
- Das iDterosse der Industrie an biotecbnologischen >^trfal>- 
rcn zur Hwstdlung von Polysaccharidenvinsbcsondcrc von 
wasseninloslichen a- 1 ,4<7lucanen, die auf klassisch otga- 
nisch synthetiscbem Wege nicht oder nur sdir schwer zu- . 
ganglich sind, ist gioB. Aus Kostehgrunden haben es bisher 10 
jedoch nur wenige dieser Verfahren bis zur kommerzielLen 
Nutzung gebracht Gegentiber dem klassischen Weg der or- 
ganischen Syndiesechemie bieten biotecbnolDgische \fer- 
fahreo ^kteile. So vedajofen enzytnatisch katalysierte Re- 
aktionen in der RegeL mil viel hoheien SpraifitSten (Regio- is 
speziiitat, Stereospezifitat), imt hShercn Reaktionsge- 
schwindigkBiten, unter niildeien Reaktionsbedingungen und _ 
fuhren zu hoheien Ausbeuten. Diese Faktoien sind bei der 
Herstellung neuer Polysaccharide von hoausragender Be- 
deiming. , 20 

Biotransformationen, d. h. die in vitro^Umsetzung von 
Substanzen mit geieinigten odex partiell gereinigten Enzy- 
men, bieten im Vergleich zu biotecbnologischen in^vivo- 
Ver&hien weitere \^rteile. Sie zeichnra sicbi geguiiiber den 
in-vivo-Vexfaliien durch eine besseie Steuerbarkeit imd eiro 25 
hc&ere Reproduzieibarkeit aiis, da die Reaktionsbedingun- 
gen in vitro, im Gegensatz zu den Bedingungen in dnem le- 
benden Organismus, deiiniert eingestellt werden kixmen. 
Dies ennoglicht die HBistellung von gleichbleibenden Pro- 
dul^n groBer Huheitlicbkedt und Reinheit und damit yoa 30 
hdier Qualitat, die fur die weitere industrielle Nutzung v<»i 
groBcr Bedeutung ist Die Aufaibeitung von Produkten 
gleichbleibender Qualitat fiihrt zu Kostensenkungen, weil 
. die VbrfahronsparanLeter, die fur die Au£aibeitung erf order- 
lich sind, nicht fUr jeden Aufarbdtungsansatz neu optimiert 35 
weiden miissen. Ein weiterer \brteil von in vitro- Verfahren 
liegt darin, dafi die Prudukte im Gegensatz zu in-vivo-\fer- 
f ahren per se &ei von den Organismen sind. Fiir bestimmlje 
Anwendungen in der Nahrungsmittelindustne und der Phar- 
maindustrie ist dies dringoad erfordexlich. Um die vorteil- 40 
haften Eigenschaften wasserunloslicher a- 1 ,4-Glucane 
groBtechnisch nutzen zu ktinnen, besteht ein dringender Be- 
darf diese kostengunstig zur \^rfugung zu stellen. In gro- 
Bem Mafistab sind bisher nur wasserioslicbe 0^1,4-<jIucaneV 
z. B . in Form von Amylose zuganglich. Zur Herstellung yoa AS 
wasserunl5slichen a-l,4-Glucanen wuide bisher in der Pa- 
tenlanmeldung WO 95/31553 und bei Remaud-Simon et al. 
(Rcmaud-Sunon, in Petersen, Svenson and Pedersen (Eds.) 
Carbohydrate bioengineering; Elsevier Sdence B. V., Am- 
sterdam, The Netherlands (1995)) ein Verfahren unter Ver- 50 
wendung einer Amylosaccharase aus Neisseria polysaccha- 
rca beschrieben. Dieses in vitro- Verfahren basiert auf der 
Umsetzung von Saccharose zu a-l,4-Glucanen und Fruc- 
tose mil einer pardeU gereinigten Amylosaccharase und 
wird in einem Nalriumcitrat-Pufifer (pH 6^ bzw. einem Na- 55 
trium-Maleal-Puffer (pH 6,4) durchgefuhrt. Folgender Re- 
aktionsmechanismus wurde in der WO 95/31553 postuliert: 



Saccharose + (a-l,4-Glucan)E 
can)n+i 



Fructose + (a-l,4-Glu- 



60 



Ausgehend von diesem Reaktionsschema dienen lineaie 
oligomers oder polymers a-l,4-Glucane als Akzeptoren fur 
dne kettenverlangemde Reaktion, die zu wasseninloslichen 
ot-l,4-Glucan-PoIytncren fuhrt. Im Cregensatz zur fis 
WO 95/31553 verwendeten Remaud-Simon et aL (a. a. O.) 
zusStzlich 0,1 g/1 Glycogen als exogenen Polysacdiaridak- 
zeptor. Dieser vcrzwdgte Polysaccharidakzeptor fiihrte zu 



einer Erhdhung der Reakdonsgeschwindigkeit im N^leidi 
zur Biotransformation in Abwesenheit eines exogenen Poly- 
saccharidakzeptors. 

Die bisher beschriebetien Systeme zur Herstellung von 
Pblyglucanen unter Verwendung von Amylosaccharasen 
verlaufen in gepufPerten w^rigen Usungen, Nicht. alle 
diese Verfahren liefem wasserunlosliche a-l,4-Cjlucane., 
Die Verwendung der Pufierchemikalirai und die zur Einstel- 
lung der erforderlichen Pufferbedingungen ben5tigte Ar- 
beitszeit fuhren zu erheblichen Verfahnenskosten und er- 
schweren somit die kommcmelle Nutzung dieser Systeme. 
Weitere Kosten entstehen durch Reinigungsschritte, die be- 
nddgt werden, um Reste d^ Puffersake aus den IVodukten 
der Biotransfoimation (a-l,4-Glucane und Rructose) zu Hit- 
femen. Dies ist vor allem bei der \ferwcndung diesCT Pro- 
dukte in der Nahrungsmittel- und Pharmaindustrie von gro- 
fier Bedeutung. Es besteht daher ein Bedarf an \^rfahren zur 
ef^enten Herstellur^ von wasserunloslichen a-l,4-Gluca- 
nen, das kommerziell nutzbar ist und zu bochrein^ Produk- 
ten fiihrt.. 

Der vodiegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zu- 
grunde, ein die groBtechnische Herstellung yon wasser- 
unloslichen apl,4-Glucanen geeignctes Verfahrm zur Vcr- 
fugung zu steilen, das zudem zu hochrdnen Produkten 
fiihrt 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den 
Patentanspruchen gekennzdchneten Ausfuhrungsfonnai 
gelost. : 

Somit betriSt die vorliegende Erfindung dn Verfehren 
zur Hexstellung wasserunloslicher a-l,4^1ucane, bei dem 
Saccharose in vitro dutch ein Enzym mit der enzymatiscben 
Aktivitat dner Amylosaccharase zu wasserunloslidien a- 
1,4-Glucanen und Fructose umgesetzt wird, dadurch ge^ 
kennzeiclmet, daB die Umsetzung in einem wafirig^ puf- 
ferfrden System durchgefuhrt wird. 

Es wuide iiberraschenderweise gefunden, daB zur in vi- 
tro-Herstellung von wasserunloslichen a-l,4-Glucaiien 
durch dne Amylosaccharase aus Neisseria polysaccharea 
ein waBriges pufferfrdes System verwendet werden kann. 
I^e Effizienz dieses Verfahorcns, die anhand der Fructose- 
frdsetzung bzw. des Saccharoseverbrauchs bestimmt wer- 
den kann, entspricht der des gepufferten Systems. Dies ist 
iiberraschend, weil die Funktionalitat verwandter Enzyme 
bisher nur in gepufferten Losungen nachgewiesra werden 
konnte (MacKenzie et aL, Can. J. Microbiol. 23 (1977), 
1303-1307; Okada und Hehre, J. Biol. Chem.^ 249 (1974), 
126-135; Tao "et aL, Carbohydrate Res. 182 (1988), 
163-174; Battcher et aL J. BacterioL 179 (1997), 
3324-3330; WO 95/31553). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht nun eine 
Starke Reduzierung der Kosten der in vitro-Herstellung un- 
15slicher arl,4-Glucanc. Insbcsondere entfaUen Arbcits- 
schritte und Vorrichtungen im Zusammenhang mit der Her- 
stellung von Pufiferlosungen sowie mit der Einstellung und 
gegebenenfalls Aufrechterhaltung des pH-Wertes. Ein wei- 
tercr entscheidender Vorteil des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens liegt auch im erhohten Reinheitsgrad der Produkte, der 
vor allem fur Anwendungen im Lebensmittelbereich und in 
der Nahmngsmittel-, Kosmetik- und Pharmaindustrie von 
groBer Bedeutung ist Das pufferftde System bietet auBw- 
dem den VorteU, daB die Produkte keinc Reste von Puffer- 
salzen enthaiten. Aufwendige Rdnigungsschritte zur Rnt- 
femung dieser Salze, die bei bestimmten Anwendungen in 
der Lebensmittel- und Pharmaindustrie storen wurden, sind 
daher nicht erforderlidi. Dies fuhrt zu einer weiteren starken 
Kostenreduziervmg. Neben den wasserunloslichen a-1,4- 
Glucanen entsteht bei dem erfindungsgemaBen '^rfehren 
Fructose. Diese kann zur kostengunstigen Gewinnung von 
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sogenannten "high-Fructose-syrups" (HPS) verwendet wer- 
den. Das erfindungsgemMfie Veifahren fUhrt aufgrund d^ 
pufferfreien Reaktionsbedingungen zu Produkten hoher. 
Reioheit. Eine aufwendige Rcinigung der Fructose ist daher ^ 
im Gegensatz zu herfcommlichen >ferfahien zur HFS-Her- 5 
steUung aus Maisst^e, die kostenaufweddige Vbi&hieDS- 
schritte zur Entfemung der Pufifersalze duicb lonenaus- 
tausch umifassen (Crabb and Mitchinson, TEBTECH 15^ 
(1997), 349-352). nicht HfoiderLicK . , 

Unter einer "in vitro-Umsetzuiig** wird iin Rahmen der 10 
vorliegenden Erfindung eine Umsetzung, d h. cine Reak- 
tiom, verstanden, die auBerbalb eines lebenden Orgamsmus 
abiauft "In vitro" bedeutet insbesondere, daB das erfin- 
dungsgemMfie Verfahien in einem Reaktionsge^ stattfinh 
det 15 

Unter einem Enzym nut da: enzymatisdieD Aktivitat ei- 
ner Amylosaccharase wild ein Enzym veistanden, das die 
folgeode Reaktion katalysiert 



Saccharose + (06-l,4-Glucan)a 
can)n;i 



^ Fructose + (arl,4-Glu- 20 



Die Qizymatische Aktivitat einer Amylosaccharase karni^ 
z. B. nadigewiesen werden, wie in den Beispielen der vor- 
lieg^iden Anmeldung beschiieben, 25 

Im Rahmen der vorliegcDd^ Ernndung wird unter einer 
Amylosaccharase auch dn Enzym verstanden, welches aus- 
gehend von Saccharose und verzweigten Polysaccharidak- 
zeptoron, wie z. B. Glycogen, Amyl(^ktin oder Dextrin, 
die Synthese waa Fiuctxjse und von lineaien a-l,4-Glucan- 30 
ketten an diesen Polysaccharidakzeptoren katalysiert D. h. 
die Amylosaccharase katalysioi eine arl,4-GlucaDketten- >. 
veriangening aucfa an diesen verzweigten Akzeptoren. Die 
dabei entstehendm Produkte weisen im \%rgleich zu den 
eingesetzten verzweigten Edukten einen geringeren ^r- 33 
zweigUDgsgrad auf. Auch diese Produkte werden im Rah- 
inen der vorliegenden Erfindung als wasserunlosliche a-1 ,4- 
Glucane bezeichnet 

Im Pdnzip kanii in dem erfindungsgemaBen Verfahren 
jede beliebige Amylosaccharase eingesetzt werdea Bevor- 40 
zugt wird eine Amylosaccharase prokaiyontischen Ur- 
sprungs verwendet Derardge Enzyme sind beispielsweise 
bekannt aus Neisseria perflava (Okada und Hehie, > 
I Biol. Chem. 249 (1974), 126-135; MacKeozie et aL, 
Can. J, Microbiol 23 (1977), 1303-1307) oder Neisseria 45 
canis. Neisseria cinerea, Neisseria denitrificans. Neisseria 
sicca und Neisseria subflava (MacKenzie et al.,,Can. J. Mi- 
crobioL 24 (1978, 357-362). Wdtertiin beschreibt die 
WO 95/3 1553 eine Amylosaccharase aus Neisseria poly sac- 
charea. Besonders bevorzugt wird eine natiariicherweise von 50 
einem Prokaryonten sekrcdcrte Amylosaccharase verwen- 
det 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsge- 
maBen Vbrfahrens wird eine Amylosaccharase \on einem 
Bakterium der Gattung Neisseria verwendet, besonders be- 55 
vorzugt cine Amylosaccharase v<xi der Species Neisseria 
polysaocharea. 

Wasserunlosliche a-l,4-Glucane im Sinne der Erfindung 
sind die durch die oben beschriebene Umsetzung von Sac- 
charose mit einer Amylosaccharase hergestelltcn Polysac- 60 
charide. Unter dem Begriflf "wasserunlosliche Glucane" ver- 
steht man insbesondere die duich die oben beschriebene 
Umsetzung von Saccharose mit einer Amylosaccharase her- 
gestelltcn Polysaccharide, die nach der Definition des Deut- 
schen ArzDcimittelbuches (DAB = Deutsches Arzneimittel- 65 
buch, Wssenschaftliche VerlagsgeseUschaft mbH, Stuttgart, 
Govi-Verlag GmbH, Frankfurt, 9. Auflage, 1987) unter die 
Kategorie "schwer losliche" Verbindungen, "sehr schwcr 



15sliche" oder "(araktisch unldsliche** Verbindungen fallen. 

Unter dem Begriff "puffeifrdes System" wird im Rahmen 
dieser Erfindung ein waBriges System verstanden, das im 
wesentlichen keine Puffersalze eothglt Unter dem Begriff 
TiifTersalze" versteht man in diesem Zusammershang anor- 
ganische und oiganische Salze, insbes(»deie Salze schwa- 
cher Saunm und Baseo. 

Untcar dem Begriff "im wesentlichen keine" versteht man 
in diesem Zusammenhang Puffersalzkonzentrationen von 
hdchstens 40 mM, in einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn 
von h5chstens 25 mM, in einer weiterm bevorzugten Aus- 
fHhrungsform von hdchstens 10 mM und in einer besonders 
bevorzugten AusfUhrungsform von htichstens 1 mM. 

In anei weiiteren besonders bevorzugten AusfUhrungs- 
form des erfindungsgon^n Verfahrens kann ein waBriges 
System verwendet werden, welches anoiganisdie und oiga- 
nische Salze als Veninreinigung nur in Spuren (< 1 mM) 
enthalt. Ganz besonders bevorzugt ist das waBrige puffer- - 
fieie System reines Wasscx. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform des er- 
^dungsgemMBen Vex&hrens wird eine gereinigte Amylo- 
saccharase eingesetzt Unt^ dner geroinigten Amylosac- 
charase wild dabd ein Enzym verstanden, das weitgehoid 
&ei ist von Zellbestandteilen der 2^Ilen, in denen das Pro- 
tein synthetisierl'wiid. Vorzugsweise bedeutet der Begriff 
''gereinigte Amylosaccharase'* eine Amylosaccharase, die 
einea Reinheitsgrad von mindestens 80%, bevorzugt von 
mindestras 90% und bes(»tda:s bevorzugt von mindesteiis 
95% aufweist. 

Der Einsatz eines gereinigte Proteins zur Heistellung 
von a-l,4rGlucanen bietet verschiedene \farteile. Imi Vct- 
gleich zu Verfahren, die nut pardell aufgereinigten Protein- 
extrakten arbeiten, enthalt das Reaktionsmedium des erfin- 
dungsgemaGen Verfahrens keine Reste des Produktibns- 
stammes (Mikroorganismus), der verwendet wird, um das 
Protein zu reinigoi Oder gentechnisch horzustellen. 

Des weiteren sind durch den Einsatz des gereinigten Pro- 
teins, \^[»teile fur die Ahwendung in der Lebensmittel- und 
Pharmaindustrie zu sehen. Duich die definierte und von al- 
ien unnc^gen Bestandteilen befreite Zusammense;zung des 
Reakdonsmediums ist auch das Produkt in seinen Bestand- 
teilen genauer definiert Dies fUhrt zu eineni wesentlich we- 
nig^ umfangreichen Zulassungsverfahren fiir diese blotecb- 
nologisch erzeugten Produkte in der Lebensnuttel- und 
Pharmaindustrie, insbesondere deshalb, weil diese Produkte 
kdne Spuren eines transgenen Mikroorganismus aufweisen 
sollten. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform des er- 
findungsgem^en Verfahrens ist. die Amylosaccharase eiii 
rekombinant he^eslelltes Protein. Daiunter wird im Rah- 
men der vorliegenden Erfindung ein Protein verstanden, das 
dadurch hergestellt wuide, daB eine das Protein codierende 
DNA-Sequenz in eine Wirtszelle dngebracht und dort zur 
Expression gebracht wird Das Protein kann daim anschlie- 
Bend aus der Wirtszelle und/oder aus dem Kulturmedium 
gcwormen werden. Die Wrtszeile ist dabei vorzugsweise 
ein Bakterium oder ein Ptodst (z. B. Pilze, insbesondere He- 
fbn, Algen) wie z. B. definiert in ScUegel "Allgemeine Mi- 
krobiologie" (GeorgThieme Veriag, 1985, 1-2). Besonders 
bevorzugt wird die Amylosaccharase von der Wirtszelle se- 
kretiert Die HersteUung derartiger Wirtszellai zur Produk- 
don ein^ rekombinanten Amylosaccharase kaim nach dem 
Fachmann bekannten Methoden erfolgen. 

Eine Ubersicht uher verschiedene Expressionssysteme 
findet man z.B. in Methods in Enzymology 153 (1987), 
385-516 und in Bitter et at (Methods in Sizymology 153 
(1987), 516-544), Expressionsvektoren sind in grofiem Um- 
fang in der literatur beschrieben. Sie enthalten neben einem 
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Selektionsmarkeigen und einem die R^likation in dem ge- 
wahlten Wrt sicherstellendoi RcplikaticMisursprung in der 
Kegel einen bakteriellen oder viralen Ftoniotoi; sowie meist 
ein Terminadonssignal filr die Transkr^tioa Zwischen Pro- 
motor und T^mioatioias signal befinden sich mindestens 
eine Restiiktionsschnittstelle oder ein Polylinker, die die In- 
serdon einer codieienden DNA-Sequenz am<^lichep. Als 
Promotprsequenz kann, sofem sie in dem gewahlten ^rts- 
organismus aktiv ist, die natUrlicherweise die IVanskriptiqn 
des entspiechenden Gens steueinde DNA-Sequenz veiwen- 
det werden. Diese Sequenz kann aber auch gegen andeie 
Ftomotor-Sequenzen ausgetauscht weiden. £s kdnnen so- 
wohl Promotoien veiwendet werden, die eine konstitudve 
Expression des Gras bewidcen, als auch induzieibare 'Pro- 
motoren, die eine gezielte Regulation der Expiesioh des 
nachgeschalteten Gens eiiauben. B^Oerielle und virale Pro- 
motorsequenzen mit diesen Eigenschaften sind in der Lite- 
ratur ausftlhrlich beschrieben. Regulatoiische Sequenzen 
zur Expression in Mikrocwganismcn (z. B. E. coli, S. cearevi- 
siae) sind ausreichend in d^ Literatur beschrieben. Promo- 
toriKi, die eine besonders starke Expression des nachge- 
schalteten Gens erlauben, sind z.B. der T7-Ptomotc»: (Stu- 
dier ct aL, Mettiods in Enzymology 185 (i990), 60-S9)» la- 
cuv5, trp, trp-lacUV5 (DcBoer ct aL, in Rodriguez and 
Chamberlin (Eds), Promotors, Striicture and Function; Prae- 
ger, New^ York, (1982), 462-481; DeBoer et 
aL Proc. NatL Acad. ScL USA (1983), 21-25), Ipl, rac (So- 
ros et aL, Gene 42 (1986), 97-l(X)). In der Regel enrdchoi 
die Proteinmengen von der Mitte bis gegen Ende der log- 
aiithmischen Phase des Wachstumszyklus der Mikroorga- 
nisiricn ihrcn H5hepunkt. Zur Synthese von Protcinen wer- 
den dahcr bevorzugt induzicrbare Promotoren verwendet. 
Diese fiihren oft zu hoberen Ausbeuten an Protein als kon- 
sdtutive PEomotoien. Die Verwendung starker konstitutiver 
PromotOTcn filhrt tibcr die standigc Thmskription und Trans- 
lation eines clonierten Gens oft dazu, dafi Energie fOr andere 
wesentliche Zellfunktionen verlorengeht und dadurch das 
ZeUwachstum verlangsamt wird (Bernard R. Glick^ack 
J. Pasternak, Molekulare Biotechnologie (1995), Spektrum 
Akademisdier Verlag GmbH, Heidelberg Berlin Oxford, 
S. 342). Um ein Optimum an Proteinmenge zu erreichen, 
• wird daber oft ein zweistuiiges V^abren angewendet Zu- 
erst werden die MrtszeUen unter optimalen Bedingungen 
bis zu einer reladv hoben Zelldichte kultiviert Im zweiten 
Schritt wird dann die TVanskription je nach Art des einge^ 
setzten I^motors induziert Besonders geeignet ist in cHe- 
sem Ziisammenhang ein durch Lactose- odec IPTG (= Iso- 
, propyl-b-D-thiogalaaopyranosid) induzicrbarer tac-Promo- 
tor (deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983), 
21-25). Tbrminationssignale fiir die Transkription sind 
ebenfalls in der Literatur beschrieben. 

Die lYansfOTmation der Wrtszelle mit der eine Amylo- 
saccharase codierendea DNA kann in der Regel nach Stan- 
dardmethoden durchgefuhrt werden, wie z.B. beschrieben 
in Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory 
Course Manual, 2°^ edition (1989), Cold Spring HarbOT 
Press, New York). Die Kultivierung der Wirtszelle orfolgt in 
Nahrmedien, die den Bedurfoissen der jeweils verwendeten 
V^tszeUe entsprechen, insbesondere unter Benicksichti- 
gung von pH-Wert, Temperatur, Salzkonzentration, BclOf- 
tung, Antibiotika, Vltaminen, Spurenelementen usw. 

Die Reinigung des von den V^rtszellen produzierten Eo- 
zyms kann nach herkommlichen Reinigungsmethoden wie 
Fallung, lonenaustauscb-Oiromatographie, AfQnitat&-Chro- 
matpgraphie, Gelfiltration, HPLC Reverse Phase Chromato- 
graphie usw. erfolgen. 

Durch Modifikation der in den 'WrtszeUen exprimierten, 
eine Amylosaccbarase codierenden DNA laBt sich in der 



WirtszeUe ein Polyp^tid herstellen, das aufgrund bestimm- 
ter -Eigenschaflen leichter aus dem Kulturmedium isoliert 
werden kann. So best^t die Mdgiichkeit, das zu e^q^rimie- 
rende Protein als Fusionsprotein mit einer weitexen Poly- 
5 peptidsequenz zu exprimieien, deren spezifische Bindungs- 
eigenschaften die Isoliemng des Fusionsproteins iiber Affi- 
nitatschromatographie ermdglicheo (z. B. Hopp, et aL, Bio/ 
Technology 6 (1988), 1204-1210; Sassenfeld, 'Treads Bio- 
technoL.8 (1990). 88-93). - 

10 In einer bevcxzugten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Verfahrens wild eine Amylosaccbarase verwemlet, 
die rekombinant hecgestellt ist und von der ^^zdle in das 
NMhrmedium sekretiert wiirde, so daB kein Aufschlufi von 
Zellen und keine weitere Aufreinigung ties I^otdns erf or- 
is derlich ist, weil das sekretierte Plx>tein aus dem Dberstand 
gcwonnen werden kann. Zur Entfcmung von Restbcstand- 
teilen des Kulturtnediums kdnnen in der ^^rfahrenstechnik 
gangige Methoden, wie z.B. Dialyse, reverse Osmose,^ 
chromatbgrai^sdie Methoden etc. dhgesetzt werden. Glei- 

20 ches gilt auch ftlr die Au&onzoitrieiung des in das Kultur- 
medium sekretierten Proteins. Die Sekietipn von Proteinen 

; durch NGkroorganismen wird normalerweise durch N-termi- 
nale Signalpeptide (Signalsequenz, leada'-pq)t]d) vermit- 
telt Proteine mit dieser Signalsequenz kdunen die Zellmem- 

25 bran des Mikrocxganismus durchdringen. Eine Sdnretion 
von Proteinen kann dadurch ^rdcht werden, dafi die DNA- 
Sequenz, die dieses Signalpeptid codert, an die entspre- 
cheiide, die Amylosaccbarase codierende Region angefiigt 
wird. Bevorzugt ist das Signalpeptid das natUrliche Signal- 

30 peptid d^ exprimierten Amylosaccbarase, besonders bevor- 
zugt das der Amylosaccbarase aus Neissieria polysacchaiea. 

Ganz besonders bevorzugt ist das Signalpeptid das d^ oc- 
OGT^e aus Klebsiella oxytoca M5A1 (Fiedler et aL, 
J. MoL BioL 256 {199Q, 279-291) oder ein Signalpeptid, 

35 wie es von den Nucleotiden 11529-11618 der unter der Zu- 
griffsnummer X86014 in der GenBank zuganglichra Se- 
quenz codi^ wird. ' 

Altemativ kann die in den erfindungsgemafien A^rbhren 
verwendete Amylosaccbarase ^h unter Verwendung eines 

40 in vitro-Transkripdons^ und lVanslationssystem, das zur Ex- 
pression des Proteins fuhrt, ohne Einsatz von Mikrooiganis- 
men hergestellt worden sein. 

In einer. bevorzugten Ausfuhrungsform wird in dem erfin- 
dungsgemgBen Verfaluen bei der Umsetzuhg d^ Saccha- 

45 rose mit der Amylosaccbarase em sterner Kohlenhydrat- 
Akzeptor zugesetzt 

Im Rahmen der vorliegenden Ertindung wild unter einem 
extemen Kohlenhydrat-Akzeptor ein Molekfll verstanden, 
d^ in der Lage ist, die AnfangsgeschwindigkBit der Umset- 

SO zung der Saccharose durch die Amylosaccbarase zu e^o- 
hen. Bevorzugt wird der extcme Kohlenhydrat-AkzeptOT zu 
Beginn der IJmsetzung dem Reaktionsgemisch zugesetzt 
I>er Einsatz extemer Akzeptoien flibrt zu einer Reduzi^ng 
der Verfabrensdauer und damit zu einer Kostensenkung des 

SS Verfahrens. Der Kohlenhydrat-Akzeptor ist vorzugsweise 
ein Oligo- oder Polysaccharid, bevorzugt ein linearcs Poly- 
saccharid, und besonders bevorzugt ein verzweigtes Poly- 
saccharid, wie z. B. Dextrin, Glycogen oder Amylopektin. 
Rndet an diesen Akzeptoren eine a-l,4-Glucan-KettMiver- 

60 l^gerung statt, so entstehenden Produkte, die im A^rglddi 
zum verzweigten Edukt dnen wesentlich gaingeren Wcr- 
zweigungsgrad aufweisen. Die Stadce der Emiedrigung des 
Verzweigungsgrades h^ngt dabei vom Polymerisationsgrad 
n ab. Setzt man Saccharose in groBem molarem UberschuS 

6S im Verhaltnis zum Akzeptor ein, so sind im Prodiikt OG-1,6- 
Verzweigungen mitlels Metbylieningsanalyse nicht mehr 
mefibar (Verzweigungsgrad < 1%). Aiich diese Produkte 
werden im Rahimen der vorliegenden Erfindung als wasser- 
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uniasliche a-l,4-GlucaDe bezdchnet ' (PufierB: 50inM Natriumciti^ pH 2M NaCi)'gewa- 

In einer weitexea bevorzugten Ausftlhrungsform Lst das schen. Die Amylosaccharase wurde scbliefilich mit Hilfe ei- 

Enzym mil dcr cnzymatisdiai Aktivitat einer Amylosaccha- ries fallenden, linearen NaCl-Oradiait eluiot (von 2 M bis 

rase an einem Tragcnnaterial immobilisicrL Eine Immobili- zu 0 M NaQ in 50 mM Natriumcitrat in einem Volumaa Yon 

sieiung der Amylosaccharase bietet den Mirtetl, da6 das En- 5 433 ml bei einer ZufluBrate von 1 ^ ml niin"^), welcher mit 

zym als Katalysator der Synthesereaktion auf dnfache Hilfe eines automatischm Pumpsystems Pharmacia) 

Wdse aus dem Reaktionsgemisch wiedergeWonnen und geneiiert wuide. Die Elution der Amylosaccharase, a±)Igt 

mehrfach verwendet weidcn kann. Da die Aufteinigung von zwischen 0,7 M und 0,1 M NaCl. Die Fraktionen wuirden 

Enzymen in der Regel kosten- und zeitintensiv ist, ermQg- gesanunelt, fiber eine PDIO iSephadex SMe (Pharmacia) 

_licht eine Immobilisi^ng und Wiederverwertung des Ed- 10 ^tsalzen, mit 8,7% Glycerol stabilisiert, auf Amylosacdia- 

zyms dnc erheblichc Kosteneinsparung. Ein weiteror \for- rase-Aktivitat uberpruft und scbliefilich in Lageipuffer 

teil ist der Reinheitsgrad dcx Reakdonspiodukte, die keine (8,7% Glycerol, 50 mM Citrat) eingefrorcn., 
' RestB an Protein eothalten, 

F(Jr die Immobilisierung von Proteinen stehCT eine Viel- ' Beispid2 

zahl von Tragermaterialien zur Veifugung, wobei die K<^xp- 15 * 

lung an das 'Mgermaterial iiber kovalmte Oder nicht-kovar Bestimmung dor Amylosaccharase-Aktivitat 

lente Bindungen erfolgen kann (fiir eine Obersicht siehe: . 

Methods in Rizymology 135; 136, 137). Weite Verbreitimg Aufgereinigtes Protein oderProteinrohextrakt wird in im- 

als TVSgexmaterial habcn z. B. Agarose, Algeoat, Cellulose, ' terschiedlichen Verdiinnungen in I ml Ansatzen enthaltend 

Polyacrylamid, Silica oder Nylon, 20 5% Saccharose, 6^1% Glycogen und 100 mM Citrat pH 6^ 

Fig* 1 zdgteinen yergleichderEffizienzdOTinvitro-Her- gegeben und bei 37*'C inkubi^ Nach 5min, lOmin, * 

stellung wasserunldslicber a-l,4-Glucane durch eine Amy- 15 min, 20 min, 25 min und 30 min werd^ diesem Ansatz 

losaocharase aus Neisseria polysaccharea bei Verwendung je 10 pi entnommen und durch sofortiges B±itzen auf 95^ 

; unterschiedlicher PufFersalzkOTzentrationen. Die Effizienz wird die enzymatischc Aktivitat der Amylosaccharase been- 

des \^xfahiens wuide anhand der Abnahme der Menge an 25 det Im gekoppelten photometrischra Ibst wild anschlie- 

Saccharose bestimmt. Bend da: Anteil der durch die Amylosaccharase fireigesetz- 

Die nachfolgenden Beispiele erlautm die Erfindung! tea Fructose bestimmt. Dazu wexden 1 ^ bis 10 ^1 der inak- 

tivierten Probe in 1 ml 50 mM ImidazolpufferpH 6,9, 2 mM 

Bdspiell Mga2,lmMATP,0,4mMNAbund04U/mlHexokinase 

30 gegeben. Nach sequentieller Zugabe von Gluoose^phos- 

Reinigungeinor Amylosaccharase phat Ddiydrogenase (aus Leuconostoc mesenteicddes) und 

Phosphogluoose-Isomerase wird die Absorptionsgndening 

Zur HersteUung einer Amylosaccharase wurden E. coli- bei 340nm gemessen. AnschlieBend wird mit Hilfe des 

ZeUen verwendet, die mit einer Amylosaccharase aus Nei- Lambert-Beerschen-Gesetzes die Menge an findgesetzter 

sseriapolysaocharea(s. WO 9531553), transformiertwaren. 35 Fructose befeclinet. 

Die DNA stammt aus einer genomischen Biblic^ek von Setzt man den erhaltenen\Wert mit dem Zeitpunkt der 

N. Polysaccharea. Probennahme in Beziehung, so lifit sich die Zahl der Units 

Eine tJber-Nacht-Kultur dieser E. coli-Zellen, die die (lU = jxmol Fructose/min) (pro pi Proteinextrakt bzw, pg 

Amylosaccharase aus Neisseria polysaccharea sdcretieren, aufgereinigtes Protein) bestimmen. 

wuixfe abzehtrifugiert und in ca. Vjo Wumen 50 mM Natri- 40 < 

umcitratpuffer (pH 6,5), 10 mM DTT (Dithiothreitol), , , . ' Beispiel3 
1 mM PMSF (Phenylmethykulfonylfludrid) resuspendiert 

* AnschlieBend wurden die Zellen niit dncx French-Press bei Reaktion im puff^freien System im Verglcich zum g^>uf- 

16.000 p. s. i. zwdmal aufgeschlossen. Danach wurde dem faten System 

Zell-Extrakt 1 mM MgQ2 2aigBgeben sowie Benzonase 45 

(von Merck; 100,000 Units; 250 Units ^H) in einer End- Ansatzvolumina: 50 ml 

kcMizcntration von 12,5 Units nil"^. AnschlieBend wurde der . Enzymaktivitfit: 5 Units/ml 

Ansatz bei 37'*C untcr Idchtcm Rtihren mindcstcns 30 min Puffer Na-Acctat pH 6,5, variiert zwischen 0 mM = Was- 

inkubiert Der Extrakt wurde mindestens 1,5 Stunden auf ser) und 200 mM (Merck) . 

Eis stehen gelassen. AnschlieBend wurde 30 min bd 4°C bei 50 Substrat: 10% S accharose (ICN) 

ca. 40 000 g zentrifugiert, bis der tJberstandrelativ klar war. Primer: 0,1% Dextrin^ IVp IV Kartoffel (Sigma) 

Es wurde cine M)rfiltration mit dner PVDF Membrane 

(Millipore "Durapore", o. a.) durchgefiihrt, die einen Poren- Durchfiihning 
. durchmesser von 0,45 /im besaB. Der Extrakt wurde iiber 

Nacht bei 4°C stehen gekssen. \for DurchfUhrung der HI- 55 AnsMtze von jeweils 50 ml Reaktionsvolumen, enthaltend 

(hydrophobic interaclion)-ChrQmatographie wurde der Ex- 10% Saccharose, 0,1% Dexdin, 250 Units Amylosucrase 

trakt mit festem NaCl versctzt, und auf cine Konzentraticxi und unterschiedliche Konzentrationen eincs Reaktionspuf- 

von 2 M NaCl dngestellt AnschlieBend wurde wiederum fers (25 mM, 50 mM, IQO mM bzw. 200 mMNa-Acetat, pH 

fiir 30 min bei 4°C und ca. 40 000 mg zentrifugiBrt Danach 6,5) wuiden bd 37°C fur 46 h bzw. 73,25 h inkubiert. Zu- 

wurdc der Exttakt von letztwi Resten an E. coli be&eit, in- 60 sStzlich wiirde dn Reaktionsgcmisch ohne Puffer, d. h. in 

dem er mit einer PVDF Membrane (Millipore "Durapore", denrineralisiertem Wassa: (pH 7,0) angesetzt Mit Aus- 

o, a.) filtriert wurde, die dnen Porendurchmesser von nahme der PufFersubstanz enthielt dieser Reaktionsansatz 

0,22 pm aufwies. Der filtrierte Extrakt wurde iiber eine Bu- aUe oben aufgefuhrten Komponenten. Zur Bestimmung der 

tylsepharoseH4B-Saule (Pharmada) aufgeticnnt (Volumen Umsetzung von Saccharose zu Amylose und Fructose wur- 

derSaule:93ml,Lange: 17,5 cm). Ca. 50 ml Extrakt mit ei- fis den den scchs Reakdonsansatzen zu vcrschiedenen Zeit- 

ner Amylosaccharase- Aktivitat von 1 bis 5 Units ^1"^ wur- fnmkten jewdls 1 ml Aliquots entnommen. Die Reaktion 

den auf die S^ule gegeben. AnschlieBend wuiden mit wurde in den entnommenen Proben durch lOminiltiges Er- 

150 ml Puffer B nicht-bindendc Proteine von der Saule hitzai auf 95*t] gestoppt. Die Bestimmung der Umsatzraten 



DE 198 27 978 Al 

9 10 

erfolgte durcb Messung der entstandenen Fructose bzw. der ein extBrna- Kohlenhydrat-Akzef^ zugesetzt wird 

Bestimmung dcr noch vorhancieneo Konzentration an Sac- , — _ 

charose in den inaktivicrten Proben mittels dnes gekoppel- Hieizu 1 Seitc(n) Zeichnungoi 

ten enzymatischcn Tests imPhotomet^^ ~ — 

Enzymassay . ' 

MeBvolumen: 1 ml 

Enzyme: Hexokinase aus Hrfe, Phosphoglucos^ 
'Gluc6se^6-PbosphatdehydiDgenase aus Leuconostoc me- 10 ^ 
senteroides, 3-Fructosidase aus Hcfe (alle Enzyme: BocIh 
ringa: Mannheim) 
MeBpufEen I mM ATP 
0.4niMNAD^ 

50mMImidazolpH6.9. is 

I^r Test beruht auf der Umsetzung von FnKtose rmttels 
Hexokinase und Phosphoglucos&-Isomexase zu Glucose-6- 
Phosphat AnschlieBend afolgt die Obexfuhnrng des Glii- 
cose-6-Phosphates miuels Glucose- 6-Phosphatdehydroge- 
nase zu 6-PhosirtK)gluconat. Dicse Rcakdon ist an dc Um- 20 
wandlung von NAD* zu NADH + H^, die photometrisch bei 
einer Wellenlange von 340 nm gemess^ weidea kann, ge^ 
bunden. I^t Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes kann 
aus den erhaltehen Absoiptionen die Menge an Fructose be- 
rechnet weiden, , 25 

Zur BestitntEung der Konzentz^GQ von Saccharose wild 
der zu bestimmoiden Probe zusatzlich zu dem oben be- 
schrlebenen Reaktionsgemisch noch p-Fructosidase zuge- 
setzt, Diese spaltet die Saccharose in Fructose und Glucose. 
Die Konzentration beider aus dieser Reaktion entstehendef 30 
MoQCffiaccharide woxlen dami wie oben beschiieben tnittds 
der Umwandlmig von NAD* zu NADH + H"*" bestinuaat Aus 
der Summe der bestimmten Monosaccharide kann die Sac- 
charosekonz^tration berechnet weiden. ^ 

35 . 
Ergebnis . ,t 

Nach ca. 73 h ist unter alien Reaktionsbedingungen die ^ 
im Reakticxisansatz vorhandene Saccharose zu -annahemd 

100% zu Amylose und Ructose umgesetzt wordeo. . 40 . ' 

Patentanspiiiche 

1. Verfahien zur Hearstellung wasserunloslicher a-l,4- 
Glucane, bei dem Saccharose in vitro durch ein Enzym 45 / . 
mit der enzymatischen Aktivit^l einer Amylosaccha- 

rase zu wasserunldslichen 0E-l,4rGlucanen und Fruc- 
tose umgesetzt wird, dadurcb gekennzeidmel, daB 
die Umsetzungin^einemwaBi3gen,puffer&eien System , 
< durchgefiihrt wird. 50 

2. VWahicn nach Anspruch 1, w<^i die Amylosac- 
charase ein Enzym von einem prokaryontischen Qrga- 

, nismus ist 

3. Verfahien nach Anspruch 2, wcb^ der prokaryonti- 
sche Organismus der Gattung Neisseria angehort 55 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei der prokaiyonti- 
sche Organismus Neisseria polysaccharea ist. 

5. Verfahien nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei 
die Amylosaccharase rekombinant hergestellt ist 

6. Verfahien nach einem dcr Anspriiche 1 bis 5, wobei 60 
dne gercinigte Amylosaccharase eingesetzt wird. 

7. Verfahien nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei, 
die Amylosaccharase an ein Tragennaterial gebunden 
ist. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei 65 
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Saccharoseabnahime im Reaktionsansatz 
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